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Bevezetés

A melanoma malignum (MM) a pigmenttermeld
melanocitakbol kialakul6 malignus tumor, melynek
incidenciaja vilagszerte emelkedd tendenciat mutat.
2011-ben a melanoma incidenciaja 19,7:100 000 volt,
mig a 2010 és 2014 kozotti periddusban 33:100 000
lakosra emelkedett. Négy {0 tipusa ismert, a felszinesen
terjedé melanoma (SSM), a nodularis melanoma (NM), a
lentigo maligna melanoma (LMM) és az akrolentigindzus
melanoma (ALM). A melanoma sokszinii eléfordulasi
gyakorisdgaért a kiilonbozd etnikai csoportokban és
foldrajzi  teriileteken = kornyezeti  és  genetikai
rizikofaktorok kdlcsonhatasa felelds. A kutan melanoma
legfontosabb prognosztikus faktorai kozé tartozik az
¢letkor, a férfi nem, a Breslow-féle tumorvastagsag, az
ulceracid, a tumort infiltrald limfocitak denzitasa, a
mikroszatellitak jelenléte, a mitotikus rata, a vaszkularis
¢és/vagy limfatikus invazi6.

A 1V-es stddiumi melanomds betegek tulélése kezelés
nélkiil rendkiviil alacsony. A kemoterapia alacsony
hatékonysaga uj terapias célpontok felderitését teszi

sziikségessé. Az elmult években két Uj terdpids stratégia
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valt elérhet6vé melanoma kezelésében, az immunterapia
és a célzott terapia. Bar az 1j megkozelitések a betegek
progressziomentes  és  teljes  talélését  egyarant
szignifikdnsan javitottdk, tovabbra is széleskorl
kutatasok zajlanak a melanoma malignum
célpontok meghatarozasa céljabol.

Az aquaporinok kisméretii hidrofob transzmembran
fehérjék, melyek elsddleges szerepe a sejten keresztiili
viztranszport szabdlyozasa az ozmotikus gradiensnek
megfelelden. Kiilonb6z6  eredeti  tumorsejtek -
emlddaganatok, colontumorok, tiid6- adenocarcinomak,
epeuti daganatok és a kozponti idegrendszeri daganatok -
kifejezett aquaporin-expressziot mutatnak. Az AQP1
génnel transzfektalt B16F10 egér melanomasejtek
kétszer, illetve haromszor gyorsabb migracios képességet
mutattak in vitro koriilmények kozott a kontroll BI6F10
sejtekhez képest, mig csokkent tumorndvekedést és
angiogenezist dokumentaltak az AQP1 knock-out
egerekben. Az AQP1 inhibitor siRNAs intra-tumoralis
injekcidja szintén csokkent tumorndvekedést
eredményezett allatmodellekben. Az experimentalis

evidencidk ellenére ezidaig nem volt elérheté klinikai
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adat az AQPI1 prognosztikai jelentdségérél huméan
melanomaban.

Célkitiizések
1) Az AQP1 fehérje expresszidjanak vizsgalata

formalin fixalt, paraffinba agyazott primer kutdn
melanoma mintakon immunhisztokémiai
modszerrel.

2.) Az AQP1 fehérje expresszidja és az AQP1
prognozisat befolyasold standard hisztopatologiai
paraméterek ¢és a BRAF mutdcidés statusz
Osszefliggésének vizsgalata.

3.) Az AQP1 fehérje kifejezddése és a melanoma
Klinikai kimenetele kozotti korrelacio vizsgalata.

4.) Az AQP1 fehérje expressziojanak vizsgalata
cerebralis attétet ado primer kutan melanoméaban.

5.) Az AQP1 fehérje expresszidjanak megfigyelése

melanoma intracerebralis metasztazisaiban.
Modszerek

Kutatdsunk sordn az Orszagos Onkologiai Intézet
Onkodermatologiai Osztalyan és a Semmelweis Egyetem
Bor-, Nemikortani €s Boronkologiai Klinikajan a 2003 és

2014 kozotti periddusban utankovetett, Osszesen 121,



kutan melanoma miatt kezelt beteg adatait és szovettani
mintdit dolgoztuk fel.

Az AQP1-expresszio altalanos prognosztikai jelentOségét
vizsgald tanulmanyunk alapjat a Semmelweis Egyetem
Bor-, Nemikortani és Boronkologiai Klinikajanak 78,
primer kutdn melanomaval diagnosztizalt ¢és kezelt
betegének hosszu tava klinikai utdnkovetése jelentette. A
primer kutdn melanomat valamennyi betegnél 2003 és
2004 kozott diagnosztizaltak és tavolitottak el sebészileg
a Klinikan. A betegeket retrospektiven két csoportba
soroltuk a miutétet kovetd 5 éves utankdvetésben
dokumentélt progresszidjuk alapjan. Az alacsony
rizikdcsoportba tartozd betegeknél a kutatdsba valo
bevonas idején nem volt igazolhatd attét, szemben a
magas rizikoji csoporttal. Az agyi attétre fokuszalo
vizsgélatunkba a két intézményben kezelt, dsszesen 67
metasztatikus melanomaban szenved$ beteg kerdlt
bevonasra. Két csoportra osztottuk a kdvetett betegeket, a
kizarolag extracranialis metasztazissal (EC) rendelkezd
23 beteg esetében agyi metasztazist kizartunk, mig a 44
beteget szamlald intracranialis attétes csoportban (BR)
kontrasztanyagos MRI-vizsgalattal igazolodott az agyi
attét. 5 betegnél keriilt sor az agyli metasztazisok
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idegsebészeti eltavolitasara az Orszagos Klinikai ¢és
Idegtudomanyi Intézetben, ezekbdl a daganatokbol
szovettani mintat nyertiink.

Formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE), primer
tumort tartalmazé blokkokbol 5 mikrométer vastag
metszeteket készitettiink. Deparaffinalast kovetéen 7D11
tipust, egér monoklonalis anti-AQP1 primer antitesttel
inkubéltuk a metszeteket. A masodlagos antitest
kimutatatasara a Novolink Polymer Detection System
detektacios ~ rendszert  haszndltuk 60  percig
szobahOmérsékleten. Az el6hivashoz AEC Peroxidase
Substrate Kit rendszert alkalmaztunk a protokollnak
megfelelden. A primer antitest optimalis higitasat
manudlisan  hataroztuk meg, majd immunfesté
automataval végeztiik el a metszetek immunhisztokémiai

jelolését.

A metszetek kiértékelésére a H-score 0-tol 300-ig terjedd
pontozasi rendszert alkalmaztuk. A jelolt sejteket a jel
erdssége alapjan enyhe (1+), kdzepes (2+) és erdsen (3+)
pozitiv jelolddésti kategoridkba soroltuk, majd az egyes
kategéridkba  tartozd  sejtek  szdzalékos  aranyat

meghataroztuk a tumorsejtek Osszesitett szdmahoz
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viszonyitva, végiil az igy kapott szamot megszoroztuk a
kategéria szammal és Osszeadtuk a kapott értékeket. A
maximalis érték igy 300, amennyiben valamennyi

tumorsejt maximalis intenzitassal jelolt.

A Dbetegek formalinban fixalt, paraffinba agyazott
melanoma mintaibol BRAF V600 mutacié meghatarozast
is végeztiink polimeraz lancreakcid (PCR) és restrikcios
fragment hossz polimorfizmus (RFLP) segitségével. A
melanoma mintakb6ol a DNS-izolalasahoz High Pure
PCR Template Preparation Kitet alkalmaztunk. A PCR
reakci6  kivitelezése a  standard protokolloknak
megfelelden tortént a kereskedelemben elérhet6 BRAF
V600 primerekkel. A PCR reakciot Swift Max Pro
Thermal Cycler késziilékkel végeztik el. A PCR
termékek szétvalasztdsara 3%-os agarozgélt, mig
detektalasukra ethidium-bromid festést kovetden Gel-
Doc 2000 rendszert hasznaltunk (Bio-Rad, Life-Science,
Hercules, California, USA). A PCR amplifikacioval egy
224 bazisparnyi terméket kaptunk, melyet TspRI
restrikcios endonukledzzal emésztettlink. A TspRI
restrikcids enzim hatdsdra a 224 bazisparnyi termekbol

keletkezett egy 212 bazisparnyi termék, mely a mutans
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allélt, mig a rezidudlis rész a vad tipust reprezentalta. A

mutaciok igazolasara Sanger-szekvenalast alkalmaztunk.

A statisztikai  értékeléseket Statsoft 10 Software
segitségével végeztik el. A kiilonb6z6 betegkohorszok
klinikai és patologiai jellemzdinek Osszehasonlitdsara
Mann-Whitney U-tesztet, y2-tesztet és Fischer’s egzakt
tesztet hasznaltunk. Az egyes paraméterek kozotti
Osszefiiggések igazolasara Spearman-féle rangkorrelaciot
alkalmaztunk. Kaplan-Meier modszerrel becsiiltiik meg a
tulélési valdszintiségeket, mig a kiilonbségek értékelésre
a log-rank teszt szolgalt. Az AQP1- expresszio tulélésre
és metasztatikus progressziora gyakorolt fliggetlen
prognosztikus  értékének meghatarozasara a Cox
proportional hazards modellt alkalmaztuk. A teszteket
kétoldali (two-tailed), 95%-0s konfidenciaintervallummal
értekeltiik, szignifikdnsnak tekintettiik az eredményt,
amennyiben a p értéke kisebbnek adodott, mint 0,05.
Eredmények

Az alacsony rizikocsoportba tartozd paciensek (AR)
(n=50) nem mutattak progressziot a miitétet kovetd ot
évben, mig a magas rizikaji betegeknél (MR)(n=28)
korai attétek kialakulasat dokumentaltak. A betegek
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¢letkoranak tekintetében nem volt szignifikdns kiilonbség
(p=0,63) a két csoport kozott. A kutan melanoma validalt
prediktiv faktorainak tekintetében a két
rizikocsoportcsoport szignifikans kiilonbségeket
mutatott. A mitotikus index, a Clark szint, az ulceracio és
a Breslow vastagsag egyarant szignifikansan magasabb
volt a magas rizikdju csoportban

Az MR csoportba sorolt betegek vérhatd prognozisa a
jelentés szamt kozponti-idegrendszeri  (21%), hasi-
belszervi (21%) és tiido attét (19%) kialakulasa miatt
joval rosszabb volt, és szignifikdnsan (p=0,00)
alacsonyabb  teljes  talélést dokumentdltunk az
utankovetés soran.

Az AQP1 immunhisztokémiai kifejezddését 78, primer
kutan melanomaban szenvedd beteg esetében értékeltiik,
akik két kiilonbozd becsiilt prognozissal rendelkezd
kohorszot alkottak. A pozitiv AQP1-reakcié esetén az
endothelsejtek  piros  membranfestddést, mig a
tumorsejtek  citoplazmatikus és  membranfestddést
egyarant mutattak. A vizsgalt betegpopulacido 66,7%-a
(52 eset) expresszalta az aquaporin-1-et, a median H-
score 124,24 (0-300) volt.



Legfontosabb megfigyelésiink szerint szignifikdnsan
magasabb AQP1 H-score (p=0,047) jellemezte a magas
rizikojo melanomas betegek csoportjat az alacsony
rizikoju betegekkel 6sszehasonlitva (1.4bra).

A Spearman-féle rangkorrelacio soran az AQP1 H-score-
t a melanoma progresszidjaban szerepet jatszo
prognosztikai faktorokkal hasonlitottuk Ossze, azonban
nem taldltunk szignifikdns Osszefiiggést a mitotikus
indexszel (p=0,42), a Clark szinttel (p=0,95) és a

Breslow-féle tumorvastagsaggal sem (p=0,51).
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1. abra Breslow érték és AQPI protein expresszio az
alacsony és a magas rizikoju betegcsoportokban. Az
oszlopok az dabra bal oldalin szignifikansan (p=0,000)
magasabb Breslow értéket mutattak a magasabb rizikoju
betegek esetében (A), ugyanezen betegcsoportok AQPI
H-pontszama is szignifikansan magasabb volt (p=0,047).



Az oszlopok az dtlagokat, a hibajelek az dtlag szordsat
Jjelenitik meg.

Sikeres BRAF V600 mutacié analizist 70 mintabol
sikeriilt kivitelezni, mely az immunhisztokémiai esetek
89,4%-t jelentette. A mutans allél 31 mintaban fordult
el6, igy a vizsgalt betegpopulacioban a BRAF V600
mutacio el6fordulasa 44,29%-os volt. A mutans allél
jelenléte szignifikansan alacsonyabb volt (p=0,008) az
alacsony rizik6ju kohorszban (n=14/45; 31%), mint a
B). Fontos megjegyezni, hogy szignifikans Osszefiiggést
detektaltunk az AQP1 fehérje kifejezddése és a BRAF
V600 mutacioé kozott (p=0,014) (2. abra A).

A Az AQP1 korrelil a BRAF V60D muticiéval B BRAE V600 mutaco

» ¢ -0.0
p=0,014 OB - BHAE Ve s p=0,008

CO HRAF V600

B

Gyskoriség %-ban
8 8

Betegek szama

AQP1 poxitiv AQPL negativ Alactony Magas
Rirkocsoport

2. abra A BRAF V600 mutaciok elofordulasi
gyakorisaga az alacsony és magas  rizikoju
betegcsoportokban (B), valamint —a  mutdcio

elofordulasanak osszefiiggese az AQPI- expresszioval. A
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magas rizikocsoportokban szignifikansan magasabb volt
a BRAF V600 mutacio eloforduldsi gyakorisaga
(p=0,008), és a mutdcio elofordulasa szignifikans
korrelaciot mutatott az AQPI protein expresszioval

(p=0,014)

Az AQP1 expresszidjanak metasztatikus progressziora és
tulélésre kifejtett hatdsat Kaplan-Meier modszerrel és log
rank teszttel vizsgaltuk. Az AQPl-pozitiv kutdn
melanomas eseteknél mind a progressziomentes tulélés
(p=0,036), mind a teljes tulélés (p=0,017) szignifikansan
alacsonyabb volt (3. abra A, B).
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3. abra Az AQP1l-pozitiv (AQP+) és az AQPI-negativ
(AQP-) kutan melanomas betegek progressziomentes és
teljes tulélésének abrazolasa Kaplan-Meier gorbékkel:

szignifikans kiilonbség lathato a progressziomentes
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tulélés (A) (P=0,038) és a teljes tulélées (B) (P=0,017)
tekintetében egyarant.

Az AQPI fiiggetlen prognosztikus értékét is vizsgaltuk a
betegpopulacioban, melyhez Cox-féle hazard modellt
alkalmaztunk Iépcsézetes logisztikus regresszioval. A
modell szamitasa soran bevonasra keriiltek az ulceracio,
a mitotikus index, a Breslow-féle tumorvastagsag, az
¢letkor, a férfi nem az AQPI-expresszi6 mellett. Az
analizis sordn nem igazolddott az AQP1 fiiggetlen
prediktor szerepe sem a progressziomentes, sem a teljes
tulélésre vonatkozoan.

Az AQPl-expresszié ¢€s az intracranialis progresszid
Osszefliggését két konszekutiv, extracranialis (EC)
(n=23), illetve intracranialis (BR) (n=44) metasztatikus
betegcsoporton  vizsgaltuk. A két betegcsoport a
kiinduldsi komorbiditasokban és a standard prediktiv
markerek tekintetében nem kiilonb6zott szignifikansan.

A részletes klinikai utankovetés median ideje 66,5 honap
(minimum 3,8 hoénap; maximum 186,7 honap) volt az
extracranialis csoportban, mig minddssze 40,4 honap
minimum 4 hénap, maximum 227 hoénap) az

intracranialis csoportban.
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Az AJCC (American Joint Committee on Cancer)
legijabb ajanldsa szerint osztdlyozva az extracranialis
terjedést mutaté melanoma eseteket: a betegek 48 %-a
(n=11) az Mla kategoridba tartozott, mivel kizarolag
subcutan illetve nyirokcsomo attétet hordozott, mig 26%-
nal (n=6) tiido attétet (M1b) és 26%-ndl (n=6) visceralis
metasztazist detektaltunk (M1c).

Az intracranialis attéttet hordozé betegek (M1d) teljes
tulélése vizsgalatunkban szignifikdnsan alacsonyabb volt
a tobbi extracranialis attétes melanomaban szenvedd
beteggel Osszehasonlitva (55,1 vs 83,0 honap a primer

tumor detektalasat kovetden, p=0,03).

Az intracranialis attétet addo primer melanomak AQP1-
expresszidja magasabb az extracranialis attétet ado
melanoméknal. A pozitiv AQP1-jel6lddés esetén az
endothelsejtekben vorés membranfestddést észleltiink,
mig a tumorsejtek citoplazmatikus €s
membranpozitivitast egyarant mutattak a primer
tumorban. Agyl  metasztazisban a  korabbi
kozleményekkel Osszhangban a kapillaris endothelsejtek

nem expresszaltak az AQP1-et.

13



Az AQP1-jelolédést mutatd melanomasejteket a primer
tumorok 89.56%-aban (60 eset) detektaltunk. A H-score
median kozépértéke 187,00 (0; 300) volt a vizsgalt
populacioban. Az  intracranialis  csoportban
szignifikdnsan magasabb AQP1 H-score-t észleltiink az
extracranialis csoporthoz képest (p = 0.019), mig
szignifikans  eltérést nem taldltunk a standard
hisztopatologiai  marker  Breslow  tumorvastagsag

tekintetében (4. abra).
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4. abra Az AQP1-expresszioja az extracranialis (EC) és
az intracranialis (IC) metasztatikus melanomas betegek
csoportjaiban (A). Az AQPI expresszidja a nyirokcsomo
attéteket (LND-EC), a viszceralis attéteket (non-LND-
EC) és az agyi attétes (IC) csoportokban (B). Az
intracranialis progressziot mutato primer tumorok AQPI

expresszioja magasabb az extracranialis csoportokénal.
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Az egyes eseteket pontok jelolik, mig a vonalak az atlagot
és a standard devidciot mutatjak.

Mivel az EC csoport heterogénen tartalmazott viszceralis
¢és nyirokcsomO metasztazisokat, Osszevetettik a
nyirokcsom¢ attéteket (LND) a viszceralis (non-LND) ¢és
cerebralis metasztazist (BR) hordozd csoportokkal.
Statisztikai analizisiink azt mutatta, hogy a nyirokcsomo
és a  viszceralis  metasztazis esetei = AQPI1
expresszidjukban nem kiilonboztek egymastol, mig a
viszceralis metasztazist mutatd esetek AQP1 expresszidja
szignifikans mértékben kiilonbozott az agyi attétesektol
(p=0,048) (4.B abra).

Az AQP1 H-score tekintetében szignifikansan
alacsonyabb értékeket taldltunk az agyi attétekben a
primer  tumorok  immunhisztokémiai  értékeivel
Osszehasonlitva (p=0,01): a primer tumorok AQP1 H-
pont kozépértéke 300,0, a metasztizisokban a H-

kozeépérték mindossze 35,0 volt (5. abra).
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5. abra Az dJsszetartozo primer és metasztatikus
daganatok oOsszehasonlito elemzése soran az AQPI-
expresszio szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott az
intracranialis ~ metasztazisokban, mint a  primer

tumorokban (p=0,01).

Az AQPI1 fehérje tumoron beliili eloszlasat vizsgalva az
intracranialis metasztatikus mintakban azt talaltuk, hogy
az AQP1l-pozitiv tumorsejtek a mikroerektdl tavolabbi
teriileteket foglaltdk el, mig a vaszkularis struktarakkal
szomszédos melanomasejtek kevésbé expresszaltak az

AQP1 fehérjét.

Kovetkeztetések
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Kimutattuk az AQP1 immunhisztokémiai kifejez6dését
primer kutdn melanomdban szenvedd betegek két
kiilonb6z6 becsiilt progndzissal rendelkezd csoportjaban.
Szignifikdnsan magasabb AQP1 H-score értékeket
detektaltunk a magas rizik6ji melanomas betegek
csoportjadban  az  alacsony rizikdju  betegekkel
Osszehasonlitva.

A BRAF V600 mutacio jelenléte szignifikansan
alacsonyabb volt az alacsony rizik6ji kohorszban, mint a
magas rizidju  betegek  esetében.  Szignifikans
Osszefliggést detektaltunk az AQP1 kifejez6dés és a
BRAF V600 mutacié megjelenése kozott.

Az AQP1l-pozitiv kutdn melanomaés eseteknél mind a
progressziomentes talélés, mind a teljes talélés
szignifikansan  csokkent az AQPIl-negativ kutan
melanomas esetekkel dsszehasonlitva.

Az intracranialis attéttet hordozo betegek (M1d) teljes
talélése szignifikansan alacsonyabb volt a tobbi attétes
melanoméban szenvedd beteggel 6sszehasonlitva.

Az AQP1-pozitiv melanoma sejtek egyenldtlen eloszlast
mutattak az intracerebralis metasztazis mintakban, az
AQP1l-pozitiv tumorsejtek a mikroerektl tavolabbi

teriileteket foglaltdk el, mig a vaszkularis strukturakkal
17



szomszédos melanoma sejtek kevésbé fejezték ki az
AQPI1 fehérjét.

Az intracranialis attétet add primer tumorok AQPI-
kifejez6dése szignifikansan magasabb az extracranialis
attétet ado primer melanomakénal.

Az Osszetartozd primer ¢és metasztatikus melanomak
Osszehasonlito  elemzése soran az AQPI1-fehérje
expresszid szignifikdns csokkenését dokumentaltuk az

intracranialis progresszid soran
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